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家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (fa milial hyper cholester ole mia, F H) ほ 低比重 リ ボ 蛋白受容体(lo w de n sitylipopr otein
re c eptor, L DしR) 遺伝子の 異常 に よ っ て起 こ り , 高頻度 に 冠動脈硬化症を併発する . 特に ホ モ 接合体性 F H症例で は , 平均2
6歳で虚血 性心疾患 に よ り死亡す る た め早期診断お よび 早期治療が重要で ある. ホ モ 接合体性 F H症例19家系21例 に つ い て
L D し R遺伝子 の 検討を行 っ た . 対象者 の 末梢白血球 よ り分離 した 高分子 D N Aを用 い て , L D しR遺伝子 の1 8エ ク ソ ン の そ れ
ぞれ に 対応 した1 9対の プ ラ イ マ ー を設計 しポ リ メ ラ q ゼ 連鎖反応(polyrn er ase chain re a ction, P C R) を行 い D N A断片を増幅
さ せ , P C R
一 本鎖構成体多型(P C R-Single str a nd c o mfor m atio n alpolym orphis m.P C R-S S C P) 法に て異常構成体を検出 し, 各
異常構成体に 対 して直接塩基配列決定法(dir e cts equ e n cing)を 行い 遺伝子変異の 確定を行 っ た . そ の 結果 L D L-R遺伝子の 第
6 エ ク ソ ン の 点変異(D280 Y: G A C(ア ス パ ラ ギ ソ 酸)か ら T A C(テ ロ シ ソ))と第1 4エ ク ソ ソ の 点変異(P64L:CC G ( プロ リ
ン) か ら C T G(ロ イ シ ソ))の 2 つ を確定 しそれ ぞれ の 変異 を発端老の 出身地よ り F H Ts ur uga, F H Ka n az a w ar2 と命名 した .
さ らに P C R制限酵素切断多型(P C R-re Strictio nfragm e ntle ngth polym orphis rn, P C R- F L P)法に よ り家系内診断及び ヘ テ ロ
接合体性例200例を 対象と して の 遺伝子変異 の ス ク リ ー ニ ン グを 行 っ た . F H Tsu r uga で ほ 発端老が真性の ホ モ 接合体性F H症
例 で あり , そ の 兄が ヘ テ ロ 接合体性 F H症例 で あ る こ と が 確認 され た . 他 の 家 系に は 同変異 ほ 見い だ さ れ な か っ た . F H
Ka n a za w a-2 は F H Gujer at と 同型の 変異である が ハ ブ ロ タ イ プ解析よ り新変異(n e w m utatio n)と考え られ た . 発端者ほ コ ン
パ ウ ソ ド型 ヘ テ ロ 接合体性 F H症例(c o mpo u nd heter ozy gote)で あり , そ の 兄も同変異を有 し, 変異は 父親由来であ っ た . 頻
度調査で は血 縁 の 無い 6家系19名 に 同変異が確認 され金沢北部に 由来す る遺伝子変異と考え られ た . そ の 臨床像ほ 冠動脈疾患
併発例が多く重症型 F Hで ある と 考え られ た . F H To n a mト1, F H To n a mト2 の 血 清脂質億と比較 して H D しC低値の 傾向があ
り , それ が 臨床像の 重症度に 関与 して い る可 能性が示 唆 され た . 他の ホ モ 接合体性 F H症例で の 変異部位の 検討 より我 が国の
L D しR遺伝子変異 の 多様性 が確認 され た .
K ey w ords ho m ozy gou sfamilial hy percholesterolemia, pOlyme ra s e chainre a ctio n-Slngle str a nd
comfo r matio n alpolym orphis m, direct s eque ncing, F H Ts uruga, F H Ka n a zaw a-2
血 清 コ レ ス テ ロ ー ル の 主 な 運 搬体 で あ る 低比重 リ ボ 蛋白
(lo w de n sitylipopr otein, L D L) ほ肝臓 , 副腎皮質等の 細胞表面
に 存在する L D L受容体(L D Lr e c eptor, L D し R) に よ っ て 細胞
内に 取 り込 まれ る . コ レ ス テ ロ ー ル ほ 3 ヒ ド ロ キ シ 3メ チ ル ク
ル ク リ ル 補酵素 A (3-hydr o xy-3-m ethylglutaryl c oe nzym e A,
H M G-CoA) 還元 酵素を律速段階とす る経路 を介 して 細胞内合
成もされ る が , L D L-R が細胞内コ レ ス テ ロ ー ル 調節 に お い て
中心 的役割を果 た して い る . L D しR ほア ポ 蛋白 B, E を 含んだ
リ ボ蛋白粒子を取 り込み , 血清 L D L お よ びその 前駆体 で あ る
中間比重リ ボ蛋白(inter m ediate de n sitylipoprotein ,IDL), 超低
比重リ ボ蛋白(verylo w de n sitylipopr otein, V L D L)の 代謝速度
を規定 して い るl).
ヒ ト の L D し R は839ア ミ ノ 酸よ りな る 糖蛋白で , 細胞膜を 1
回貫通す る タ イ プ の 細胞膜 レ セ プ タ ー で あ る . L D しRの 構造
平成 5年11月19 日受付 , 平成 5年12月27 日受理
A bbreviatio ns :Asp, aSpa rtic acid; d A T P,
triphosphate; d G T P, de o xy guanin etriphosphate;
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遺伝子 ほ第19番染色体の 短腕近位部(p13.ト13.3)に 存在 し2】, 全
長45キ ロ 塩基対(kilobas epair, K bp)で17 イン ト ロ ン18エ ク ソ ン
か らな り, 5.3 K bp の m R N A をコ ー ドする3 伸.
こ の L D L R遺伝子 の 変異
5}6)に よ り L DI; R に 構造異常 も しく
は 欠失が起 る . L D しRの 合成 , 畿能の どの 段 階で 障害が起 るか
に よ っ て 合成障害 (r e cept or synthesis defe ctiv e), 細胞 内転送
障害 (tr an sport defe ctiv e), ア ポ蛋白結合障害 (ligand binding
defe ctive), ア ポ 蛋 白細 胞 内取 込 み 障 害 (inter n aliz atio n
defective), レ セ プ タ
ー の 再利用 障害(re cycling defectiv e)の 5
つ の 機能的 ク ラ ス に 分類 され る .
L D L-R の 障害の 結果 L D L,I D L, V L D Lの 血 中か ら の ク リ 7
ラ ン ス が 低下し血 中濃度 が 上 昇す る疾患 が家族性高 コ レ ス テ
ロ ー ル 血 症で ある7).
家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症 (fa milial hype rchole ster ole mia,
deo xy ade nine triphosphate; d C T P, deoxy cytosin e
dd A T P, dideo xy ade nine triphosphate ;ddC T P, dideoxy
CytOSin etriphosphate; dd G T P･ dide oxy guagin etriphosphate; d T T P, deoxy thymine tripho sphate; E D T A,
ethylenedia min etetraac etic acid; F H, fa milial hy percholesterole mia ; H D L, highde nsity lipoprotein; H D しC,
82 八
F H)は 幼少時 よ りの 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症の 持続の 結果 , ア キ
レ ス 腱を は じめ と する腱黄色腫8)等特徴的臨床所見 を 呈 し , 早
発性冠動脈硬化症を来た し虚血性心 疾患を高率 に 発症す る9) 常
染色体性優性遺伝の 疾患 であ る.
L D L-R 遺伝子 の 対立 遺伝子の 両方 に 異常が ある ホ モ 接合体
性 F Hは100 万人に 一 人 , 一 方 の み に 異常が ある ヘ テ ロ 接合 体
性 F H ほ500人 に 一 人 以上 の 頻度 で 認 め られ , ホ モ 接 合体性
F H は平均26歳で全 例 が心 臓死を遂げ る10). した が っ て F H は
L D Lコ レ ス テ ロ ー ル と動脈硬化病変 との 関連
11) の 解明 に 重要
な モ デ ル 疾患で ある .
従来本症の 診断ほ そ の 臨床像に よ り行わ れ る こ と が ほ と ん ど
で あ っ た が , 特 に ホ モ 接合体性 F H を遺伝子診断に よ り早期診
断 し早期治療する こ と は虚血 性心疾患の 予防の た め に も重要 で
ある .
本症 に 対 す る 遺伝 子 レ ベ ル か ら の 検討 ほ1 98 4年 ヒ ト の
L D し R遺伝子 の CD N A がク ロ ー ニ ン グ され て 12)以来可 能
な っ た . L D L-R の 遺伝子変異の ス ク リ ー ニ ン グお よ び 確定 の
た め に サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法13) を 中心 と した 技法が まず用 い
られ て きた . そ れ に よ り 当科に お い て も Kajin a mi らが 4 つ の
遺伝子変異 F H To n a mi-1, F H To n a mi-2, F H Ka n a z a w a-1, F H
O kaya m aを 見い だ して い るが14)
～ 18)
, F H症例全俸の 約10%を 説
明 しうる に 過 ぎず , 残 りの 大部分 は数塩基対以内の 小変異と推
定 され て い た .
今回 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 で は 見 い だ し得 なか っ た 小変異
を検出す るた め に P C R一 本鎖構成体多塾 (P C R-Single str a nd
C O mfor m atio n alpolym orphis m, P C R-S S C P) 法n }
～ 23)お よび 直接
塩基配列決定法(dir e ct s equ e nicing)
24)25) を , さ ら に 変異の ス ク
リ ー ニ ン グ と 確 認 の た め に P C R制限酵素切断多型 (P C R
r estrictio n fr agm e nt le ngth polym orphis m, P C R-RF L P)
法26卜 2さ) を導 入 した . そ の 結果, 2 つ の 新た な遺伝子変異を確定
し L D L-R 変異 と臨床像の 関連 を検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . 対 象
馬渕 らの 診断基準2g), すな わ ち 1) 血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル
230m g/dl以上 で 腱黄色塵 を認め る こ と , 2) 一 親 等 内に 本症
があり血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル 230m g/dl以上 で ある こ と , の い
づ れ か を 満足す る と し, 北 陸地方を 中心 に 集め られ た F H症例
の うち , 血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃度 , ア キ レ ス 腱肥 厚の 程度 ,
家系調査上 ホ モ 接合体性 F H と考 え られ た1 9家系21症例(表
Tablel･ Clin c al･data ofthe patie nts with ho m o zy go u sfami 1ial hyper chole sterolemia (F H)
Patie nt Age
n u mber (ye ar)
Labor ato ry data
b)
T- ChoI T G H D L_C






















































































































































































































▲) M , rnale; F, fe male.
b) T,C hol･ tOtal chole sterol; T G･ triglyc eride; = D L-C, high de n sity lipopr otein chole ster ol;
A T T･ Achille s tendon thickn e s s o nX-r ay film ;I H D, is chemic he art dise a s e; - , lo ad
n egativ e; +,lo ad po sitive.
A llv alu es ar epr e-tr e atm e ntforF H.
high de nsity lipoprotein cholesterol; H M G-CoA, 3-hydro xy-3- m ethylglutaryl c o en zym e A ; ID L, inter m ediate
density lipoprotein; K bp, kilobase pair; L DL lo w density lipoprotein; L D L- C, lo w de nsity lipoprotein
Cholester ol; L D L- R, lo w density lipoprotein r eceptor; Le u, 1占u cine; P C R, pOlym erase chain rea ctio n;
P C R-SS C P, pOlym er ase chain re actio n-Single strand c o mfor matio nalpolym orphism ; P C R- R FL P, pOlym era se
ホ モ 接合体性 F Hに おけ る L D Lレ セ プ タ ー 変異
1 )と ヘ テ ロ 接合体性 F H で異な る家系由来の2 00症例 を ス ク
リ ー ニ ン グの 対象 と した .
Ⅱ . 方 法
1 . 高分子 D N Aの 抽出
対象者の 末梢静脈血 10ml を エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ ト
リウ ム (ethyle n edia min etetr a ac etic a cid 2 Na, E D T A-2 Na) を抗
凝固剤と して 採取 し4 ℃に て 移送 し
- 20 ℃に て 保存 した . こ の
末梢血 を 室温 に て 解凍後 ト ラ イ ト ン Ⅹ-1 00融解変法30丹こて高分
子 D N A を単離 した . すな わ ち 320m M シ ョ 糖液 , 1 %ト ラ イ
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ト ン X-100, 5m M MgC 12,10m M Tris-H Cl.pH 7.6 を含む融解液
に て 赤血球を 溶血 させ , 遠心 に よ り 沈殿 と し て白 血 球 を集 め
た . こ れ を プ ロ テ ア ー ゼ (Sigm a, St. Lo uis, U S A) に て 消 化
後 , フ ェ ノ ー ル = ク ロ ロ ホ ル ム (1:1) で 1 回, 続い て ク ロ ロ ホ
ル ム = イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (24:1)に て 2回抽出 し , 最後に エ
タ ノ ー ル 沈殿 を 行 っ た . こう し て 得 ら れ た D N A を 10m M
Tris-H Cl,1mM E DTA-2Na, pH8.0 に 溶解の う え 260n m に お け
る吸 光度測定に よ り濃度を求め た .
2 . ポ リ メ ラ N ゼ 連鎖 反応法 (polym era s e chain r e a ctio n,
Table2. 01igonu cle otide s flanking the ex o ns of the L D Lre c eptor ge n e for P C R
a mplific atio n
Ex o n Oligo n u cle otides Sequ e n c e







































































-C A T T G A A A T G C T
5
'
- T T C T G G C G C C T G
5
'
一CCT T T C T C C T T T
5
'
- A A A A T A A A TGC A
5
'
- T G A C A G T T C A A T
5
'
- A A TAGC A A A G G C
5
'
- G T T G G G A G A C T T
5
'
- A C T T A G G C A G T G
5
'
TC C C C AG C T GTG G
5
'
TG G G G G A G C C C A G
5
'





-G G A A A A C C AGA T
5
'
- T C C T T C C T C T C T
5
'
-G C A A G C C G C C T G
5
'
- AGT C TG C A T C C C
5
'
- A G G G C T C A G T C C
5
'
一C C A A G C C T C T T T
5
'
-C C A C C C G C C G C C
5
'
-CC T G A C C T C G C T
5
'
-G G C T G C A G G C A
5
'
-A T G C C C T T C T C T
5
'
- A G C C C T C A G C G T
5
▲
-C AG C TA T TC TCT
5
'
- T G G C T GGG A CG G
5
'
-T C T C C T T A T C C A
5
'
-C T T C G A T C T C G T
5
'
- G T C A T C T T C C T T
5
'
- G T T T C CAC A A G G
5
'
-C C T G A C T C C G C T
5
'
-C C A C A C C T G T G A
5
'
- A G A A G A C G T T T A
5
'
-G T G T G G T G G C G G
5
'
-C C T C A CTC T T G C
5
'
-CGC TG G G G G A C C
5
'
- T G A C AG AG C G T G
5
'
- T G G C T T T C T
5
'
- T C C G C T G T T
5
'























































































































































Oligon ucleotide s c o mple m e ntary to D N As equ e n c e sfla nking e x ons of the hu m a nL D L
re c epto r gen e w er synthe siz ed o n ABI 380A D N Asynthesiz er(Applied Bio syste m s, Foster
City. U S A)a nd u s ed to a mplify the inter v e ni g sequ e n ce swiththe polym er as e ch ain r e ctio n
(P C R).
Chain r e action-re Striction ･fragm e nt le ngth polym orphism ; . P N K, pOlyn ucleotide-kin as e､; Pro,- prOline.; RI,
radiois otope; T B E, Tris-boric acid- E D T A; T- Chol, tOtal cholesterol; T G, triglyceride; Tyr, tyrOSine; T T P,
thymin etriohosphate; V L D L, V ery lo w de nsitylipoprotein
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P C R)
Hobbs らの 報告31)を 参考に しな が ら , ジ ー ン ノミ ン ク の デ ー
タ ー ベ ー ス に 登 録 され て い る ヒ ト L D L R遺伝子配列をもと に
18エ ク ソ ン す べ て を 含む よ う に 設計 L･た25塩基長前後の プ ラ イ
マ
ー 計19組を 作成 した (表 2). エ ク ソ ン 4 は 400bp 以上 とな り
P C R-S SCP に 用 い る に ほ大き過ぎる た め 2 つ に 分割 した .
プ ラ イ マ ー は D N A合成磯 モ デ ル 381 A(Ap plied Biosysト
e m s,In c. , FosterCity, U S A) を 用い ベ ー タ シ ア ノ エ チ ル ホ ス ホ
ア ミ ダイ ド法32)に て合成 した . ア ン モ ニ ア 水 に 溶解 し55℃ で 一
晩静置 した う え で - 20 ℃に 冷却 , 真空 下で 遠心 して 乾燥 , 再 滅
菌 蒸留 水 Iml に 溶 解 し カ ラ ム N A P-5 (P har m a cia-L K B,
Up psala, Sw ede n) に 通 して 精製 した . そ こ で2 00倍に 希釈 し
260n m で の 吸光度 よ り 濃度 を測定 し 10pm ol/FLl に な る よ う に
濃度 を調整 した .
D N A断片 の 増幅 に ほ Saiki ら33)に よ る P C R法 を 用い た . 高
分子 D N A IJlg を鋳型 D N A と し て 40pm ol の プ ラ イ マ ー 1
セ ッ ト と 20恥M の 各デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド [デ オ キ シ ア デ ニ
ン 三 麟酸(de oxy ade nin etriphosphated, A T P), デ オ キ シ シ ト
シ ソ 三燐酸(deo xy cyto sin etriphosphate, d C T P), デ オキ シ グ
ア ニ ン 三 燐酸 (de o xy gu a nin etripho sphate, d G T P), チ ミ ン 三
臍酸(thymin etripho sphate, T T P)]と2.5単位の Taq ポ リ メ
ラ ー ゼ (Perkin-Elm er-Cetu s. Nor w alk. U S A) を 1 0rnM Tris-
H Cl, PH 8.3, 50m M K Cl, 1.5m M MgCl2, 0.01 % ゼ ラ チ ン を 含む
緩衝液に加え再滅菌蒸留水 を加 え計 25〟l とな るよ う に し て 攫
絆 した . 遠 心 して 反応液 を 集 め 50′`l の ミ ネ ラ ル オ イ ル
(Sigm a)を滴下 して 蒸発 を防ぎ , 95 ℃ 1分 , 68 ℃ 3分 を基本 に
そ れぞれ の セ ッ ト毎 に 決定 した 温度条件の もと30サ イ ク ル の 反
応を 行 っ た . エ ク ソ ン 6 の P C R-SS CP 用の 反 応 で は Sp64
(5
'





-G C A A G C C G C C T G C A C C G A G A C T C A C-3
'
) の プ ラ
イ マ ー を用 い て 伸長反応温度68 ℃で 反応を行い , 直接塩基配列
決走法 で ほ 同 じ プ ラ イ マ ー だ が伸長反応温度72 ℃ で反応を行 っ
た . エ ク ソ ン1 4の P C R-SS C P 用の 反応 で ほ 01igol(5
'
-C C T
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'
) の プ ラ イ マ ー を用 い て 伸長反応
温度72 ℃で 反応を 行い , 直接 塩基配列決走法 で は 同 じ プ ラ イ
マ ー だ が伸長反応温度74 ℃ で反応を行 っ た .
増幅 した D N A断片は 3%低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル (Nu sie v e,
F M C Co rpor atio n, Ro ckla nd, U SA )に サ イ ズ マ ー カ ー P hy
X 174/Ha em ダイ ジェ ス ト(東洋紡, 東京) と共 に 泳動 して 断片
長 を確認 しJ 濃度 の 検討 を つ け た 上 で ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し
た .
3 . P C R-S S C P法
泳勤 用緩衝液 と し て Tris- H C1 54g, ホ ウ 酸 27.5g, 0.5 M
E D T A 20ml に 蒸留水を加え 3000mlに した もの を保存用 の x5
Tris-ホ ウ酸-E D T A(
'
Tris,bo ric acid-E D T A, T B E) 泳動用緩衝液
と し泳動直前に 適当な濃度に 希釈 した .
0.5m M E DTA 2/上1, 5 N NaOH l OJLl, 滅菌再蒸留水 88FLl を混
合 しア ル カ リ溶液を 作 り, P C R産物 録1に ア ル カ リ溶液 2JJlを
加え42℃ 3分 , 95 ℃ 5分加熱後 - 20℃ に 急冷 し 一 本鎖 に 変性 さ
せ た . そ の 上 で グリ セ オ ー ル を 加え た 6 - 8%の ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ドゲ ル (ア ク リル ア ミ ド/ビ ス (48:1)(Bio- Rad Labor ator-
ies, Richm ond, U S A) に 泳動 した . 泳 動時 の 温度 , ゲ ル の 濃
度 , 泳動用緩衝液 の 濃度, グ リセ ロ
い
- ル の 有無等の 条件ほ ェ ク
ソ ン 毎に 決定 した . エ ク ソ ン 6 お よ びエ ク ソ ン14の 泳動 の 場合
に ほ 40c m 長の ガ ラ ス プ レ ー ト を用 い て 6%ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ドゲ ル に1 5%の グ リ セ オ ー ル を加 え ゲ ル 板を 作成 し, XO.6 T B E
泳動用緩衝液を用い て 4 ℃の も と 800 Vで10時間泳動した .
染色 に は BI O-R A D銀染色 キ ッ ト (B io-Rad) を 用い プ ロ ト
コ
ー ル に 従 っ て 銀 染色 を 行 っ た . 1 0% メ チ ル ア ル コ ー ル
100m トに て 30- 60分間ゲ ル の 固定 を行 い Ⅹ1 酸化剤 100mlに て
5分間酸化 させ た . 蒸留水で15分間 に 6 - 7回 水を 変え な が ら
すすぎ余分 な酸化剤を除き , Xl 銀染色溶液を加 え2 0分間以 上
振と う させ た . そ の 後30秒以 内に 洗浄 し Ⅹ1 現像液 を加 えバ ン
ドの 出現 を確認 した . あ る程度以上 バ ン ドが 漉くな っ た ら5%
酢酸1 00ml を 5分間加え反応を停止 させ , 蒸留水 で 洗浄 し30%
メ チ ル ア ル コ ー ル 100ml に 3 日間以上浸 して ゲ ル を 収縮さ せ ,
グ リ セ オ ー ル を両 面 に 均 等に 塗布 して 水 に 浸 し た セ ル ロ ー ス
フ ィ ル ム ニ 枚 の 間 に ほ ざみ 正 方形の 枠に 固定 して乾燥 させ た .
4 . 直接塩基配列決定法(dire ct s equ e n cing)
1) ラ ジ オ ア イ ソ▲ト ー プ (r adiois otope, RI) 直接塩基配列決定
法
P C R-S S C P法に 用 い る よ り伸長反応温 度を 2 - 4 ℃ 上げ て
反 応を行 っ た P C R産物 を 用 い , セ ン ト リ コ ン 3ー0(Amico n,
Den v er
,
U S A) に 再 滅菌 蒸留 水 2ml を 入 れ , P C R産物
100- 1 50/Jl を加え2000回 転30分間遠心 した . こ れ に よ り 3恥1
に 濃縮する と 同時に 余分な プ ラ イ マ ー お よ び ヌ ク レ オ チ ドを 除
去 し, そ れ を 直接塩基配列決定法用 の 鋳型 D N A と した.
10pm ol/pl の プ ラ イ マ ー 3pl を T 4 ポリ ヌ ク レ オ チ ドキナ ー
ゼ (polyn u cle otide-kin a s e, P N K, 東洋紡)1FLl, XlO P N K反応緩
衝液 1pl,
32P-T A T P(>1 85 T Bq/m m ol, 37M Bq/ml) (Am er sh-
a m, Bu ckingha m shir e, U K)5/∠l を混合 し37 ℃ 6 0分反応 さ せ
95 ℃ 5分 で P N Kを失宿 させ 5
'
末端を RI標識 した .
ジ デ オ キ シ 法34一の 改良版 で あ る Higu chiの プ ロ ト コ ー ル 25)に
従 っ て T 7 D N A ポ リメ ラ ー ゼ (シ ー ケ ネ ー ス , Seque n a s e
Ver2,0, United State s Bio che mic al Corpor ation (U S B).
Cle avela nd, U S A) で, も しく ほ Tth ポリ メ ラ ー ゼ (オ ー ト サ イ
ク ル シ ー ケ ン ス キ ッ ト , Auto cycle Sequencing Kit. P har m a c-
ia-L K B) を 用い 反応を行 っ た .
T7 D N A ポリ メ ラ ー ゼ で の 反応 を 示 す . Higu chiの プ ロ ト
コ ー ル 25)で は 鋳型 D N A 9pl を 5＼末端 RI標識 プ ラ イ マ ー 3Fl
に 加え95 ℃ 5分で 変性 させ , そ の 後に - 20 ℃に 急冷する こと
で 鋳型 D N Aを プ ライ マ ー と 結合 させ鋳型/プ ラ イ マ ー 混合液
と した . 1 反応当り x5 反応緩衝液 0.376pl, 0.1 M D T T O.22/Jl,
シ ー ケ ネ ー ス 0.15/Jl を 混合 し前混合液 と した 上 で ジ デ オ キ シ
ア デ ニ ン 三 燐 酸 (dide o xy ade nin e triphosphate. d d A T P)/
d A T P, ジ デ オ キ シ シ ト シ ソ 三 燐 酸 (dideo xy cyto sin e
triphosphate, dd C T P)/d C T P, ジ デ オ キ シ グ ア ニ ン 三 麟 酸
(dide o xy gu a nin etripho sphate, d dG T P)/d G T P, デ オ キ シ チ ミ
ン 三 麟酸 (de o xy thymin etriphosphate, d T T P)/T T Pの 各反応
終始混合液 2.5J1` に 前混合液 0.75〃1 を加 え た 各 A-T 混合物
3/上1に 鋳型/プ ラ イ マ ー 混合液 2.5/｣l を加え37 ℃ 15分反応 させ
反応停止液を加 え - 20 ℃に 保存 し , 泳動直前に 95 ℃ 5分 に 続
き - 20 ℃に 急冷 し泳動 した .
Tth ポリ メ ラ ー ゼ で の 反応 を示 す . 鋳型 D N A O.2 - 4FLg , 蛍
光も しくは RI標識 した 1p皿 0Ⅰルl プラ イ マ ー 2JJl, 反応用 緩衝
J液 2pl, デ オ キ シ ヌ ク レ チ オ ド 三 麟 酸 (deo xy n u cle otide
tripho sphate,-d N T P)･ 溶液 5FLl,_反応直前 に 希釈 用緩衝液 で
ホ モ 接合体性 F Hに おけ る L D Lレ セ プ タ ー 変異
1.25u nits/FLl と した Tth ポリ メ ラ ー ゼ 2FLlに 再滅菌蒸留水を総
量 1紬l と な る よ うに 追加 し増枠 の 上 遠心 した もの を 4〃1 ず つ
と り , 反 応 用 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に と り 冷却 し て お い た 各
dd A T P, dd C T P, dd G T P, d T T P溶液 2FLl ず つ に 加 え 50FLl の
ミネ ラ ル オ イ ル を 上 に た ら し, 95 ℃ 36秒 , 72 ℃ 1分24秒 で25
回反応させ 終了後に反応停止液 4〃l を加 え
- 20 ℃に 保存 し, 泳
動直前に95 ℃ 5分に 続き-20 ℃Pこ急 冷 し泳動 した .
そ の 上 で 6-8%の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル (ア ク リ ル ア ミ
ド/ビ ス (19:1) (P har m a cia-L K B) で 電圧 1200-2000 V, 8 -
12時間の 電気泳動を行い , 終了後ゲ ル を 漉紙に 貼付 し水流ポ ン
プに て 陰圧 に しな が ら80 ℃に 加熱 し て 乾燥 さ せ た . 乾燥後 Ⅹ
線 フ ィ ル ム に24- 72時間露光 し フ ィ ル ム を 現像 し, オ ー ト ラ ジ
オ グ ラ ム を得た .
エ ク ソ ン 6 で ほ シ ー ケ ネ ー ス で H igu chiの プ ロ ト コ ー ル
25)
を
用い て 反応を 行 っ た . 泳動は 40c m 長の 8%ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ドゲル を用 い , 室温の もと xO.6 T B E泳動用緩衝液 で 1200 V,
8時間か けて 泳動 した . ゲ ル を 乾燥 して X 線 フ ィ ル ム に7 2時
間露光し オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム を 得た . ま た エ ク ソ ン 14 は二 次構
造が強く シ ー ケ ネ ー ス で ほ 明瞭 な 結果が得 られ な か っ た た め
オ ー ト サ イ ク ル シ ー ケ ン ス キ ッ ト で Tth ポリ メ ラ ー ゼ の 反応
を行 っ た . 泳動 ほ 60c m 長 の 8%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を用
い , 4 ℃でxI T B E泳動用緩衝液で 1500 V, 12時間か けて泳動
した . ゲ ル を 乾燥 して Ⅹ 線 フ ィ ル ム に72時間露光 し オ ー ト ラ
ジオ グ ラ ム を待た .
2) 自動化直接塩基配列決定法
自動化直接塩基配列決定法
35)36) と して オ ー ト リ ー ド シ ー ケ ン
サ ー (A .L.F ., Auto Re ad Sequ e ncer, P ha r m a cia-L K B)を用 い
た . 鋳型 D N Aの 処 理 は RI法 に 同 じ . プ ラ イ マ ー を プ ラ イ
マ ー 蛍光標識キ ッ ト (Flu or ePrim e, P har m a cia-L K B)に て 合成
段 階で 5
'
末端蛍光標識 した . 直接 塩基配列決定反応自体ほ先 に
記載 した RI直接塩基配列決定法と同様 で シ ー ケ ネ ース も し く
はオ ー ト サ イ ク ル シ ー ケ ン ス キ ッ ト を 用 い て 反応を 行 っ た .
Nく甘〔一山 tlo-1 -`ほ〉･g{-t ぐ rl即 川 北邦 (Ⅵぐ
Fig･1･ Polym er as e chain r ea ctio n- Single str a nd c o mfor m at-
io n alpolym orphis m(P C R-S S C P) a n alysis in the ex o n6 0f
lo w de n sity lipopr otein (L D L)Tr e C ePtOr ge n e. T he bar s
alo ng the left side indic ate the wildpatter n. T he bar s
alo ng the right side indic ate the c o-e Xistence of the wi 1d
pattern a nd m utation al pattern in the heterozy go u s
patie nt. s s, Single str a nd ba nd; ds, do uble str a nd ba_nd.
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6% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル は ア ク リ ル ア ミ ド/ビ ス (19:
1) を 用い , 泳動用 緩衝液は xO.6 T B E泳動用緩衝液 を用 い , 室
温 の もと 1 300 V 6時間かけ て反応を行 っ た . 泳動ほ1.2 5秒 毎
に オ ー トリ ー ドシ ー ケ ン サ ー が レ ー ザ ー ビ ー ム に よ っ て ス キ ャ
ン し パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ ー P S/2 モ デ ノレ 70(IB M,
Ar m o nk, U S A) 本体内蔵の 固定 ディ ス ク 内に 数値デ ー タ ー と し
て 蓄積 され た . 反応終 了後に 塩基配列解析を自動的に 行い 配列
の 文字デ ー タ ー と して 出力 し , 同 時に ス キ ャ ソ した 数値 テ ー
タ ー を 波形の グ ラ フ と して 出力 した .
5 . P C R-R F L P法
変異配列が決定さ れ た後 1 特定の 制限酵素で 切断部位 が生 じ
る よ うに プ ライ マ ー 設計 した . エ ク ソ ン 6 で は 変異配列での み
制限酵素 M bo-Ⅰ(東洋紡)に よ る切断部位 が出現する よ う に 設計
した 3
'
末端用 変異プ ライ マ ー M bo-m (T G A T G G G T T C A T
C T C A C C A G T C C C GGC A G G) と正常配列 で の み制限酵素
HinトⅠ(Ne w Engla nd Biolab, Bev erly, U S A) に よ る 切断部位 が
出現す るよ う に 設計 した 3
'
末端用変異 プ ラ イ マ q Hinトn(T G A
T GG GT T CA T C T G A C C A G T C C C G G G A G T) を設計 し
た .
変異 の ス ク リ ー ニ ン グの た め - 側に 通常 の プ ラ イ マ ー を用 い
反対側 に 変異プ ラ イ マ ー を 用 い , 温度条件 を再度調節 したう え
で P C R法に よ り強制的に 変異配列 を導入 した D N A断片を増
幅 した . そ の 上で ク ロ ロ ホ ル ム ほ 用 い ず ピ ペ ッ ト に て ミ ネ ラ ル
オ イ ル の 下層よ り P C R産物を取 り出し , 切断部位に 応 じた 制
限酵素 とそ の 反応用 緩衝液を加 え 酵素の 至適温度条件下 に て60
分反応 させ さ らに 制限酵素を追加 して60分反応さ せ た . こ れ ほ
制 限酵素の 切断反応が部分反応に な り切断部位を有し な が ら切
断され ない P C R産物が残存 し後の 評価に 影響 を与 え る こ と を
避ける ため で あ っ た . そ して 3% 低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 反応
産物 を適当な大き さの サ イ ズ マ ー カ ー と 共に 泳動 して 切断の 有
無 で 変異の 存在を , 変異が 存在すれ ば ホ モ 接合体性症例か ヘ テ
ロ 接合体性症例か を 評価 した .
エ ク ソ ン 6 で はま ず変異配列の 有無を ス ク リー ニ ン グする た
め , 51末端に Sp64 を用い 3
'
末端側に M bo-m を 用 い て95 ℃ 1
分, 68 ℃ 3分30サ イ ク ル の 温 度条件で の P C R法 に よ り D NA
断片 を増幅 した . そ の 上 で ミ ネ ラ ル オ イ ル の 下層よ り P C R産
Fig･ 2･ Auto m ated flu or escent dir ect s equ e n cing of the
e x o n6 0f L DL-r e C eptOr ge n e. Ea ch c u r v eindic ates
ade nin e(A), CytO Sin e(C), gu anine (G) a nd thymin e(T).
T he gr aph belo wis the r e 凱此-Of ho m ozy go uspatie nt with
F H Ts u ruga･ T he arr o windiこ▲ate SG peak ofthe m uta nt.
T he gr aph abo v eis the re s ult of n o r m al s ubje ct. T he
arro windic ates T Pe ak ofthe wildtype o nly.
86 八
物 を 12〟1 取 り出 し , XlO制限酵素 Mbo-Ⅰ 用 反応緩衝液 l.5〃1
と制限酵素 M bo-I l軸1 を加え37 ℃60分反応さ せ , さ ら に 制限
酵素 M bo-I l･5plを 加 え部分消化に 終わ らな い よ う に 切断反応
させ た ･ そ し て 3% 低融点ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 5〟1の 反応産物,
制限酵素を作用 させ て い な い P C R塵軌 サ イ ズ マ ー カ ー P hy
X174/Ha eⅢ ニダイ ジ ェ ス トを 同時に 泳動 した . 制 限酵素を作 用
させ て い ない P C R産物 と同じ大きさ の バ ン ド しか 観察 され な
け れ ば切断は なく対立遺伝子の い ずれ に も同変異 ほ 存在せず ,
切断され た バ ン ドの み な らば ホ モ 接合体性症例 , 両 方が 認め ら
れ れ ば ヘ テ ロ 接合体性症例と判断 した . 変異が確認 され た 場合
掛 こ ヘ テ ロ 接合体性症例と考え られ れ ば 正常配列の 有無を確認
するた め 5
'
末端側 に Sp64を用 い 3
'
末端側に Hinf-n を 用 い て
95 ℃ 1分 1 68 ℃ 3分30サ イ ク ル の 温度条件で の P CR 法 に よ り
D N A断片 を増幅 した . 今度は 制限酵素 Hinf-Ⅰ を 作用 させ た 上
で サ イ ズ マ ー カ ー P hyX 174/HaeⅢ ダ イ ジ ェ ス ト と 共に 泳動 し
た ･ M bo- m の 反 応 で 変異 の 存在 が 確認 さ れ て い る と し て
HinトⅠ で も切断断片があれ ば ヘ テ ロ 接合体性症例 , 無けれ ばホ
モ 接合体性症例と判断 した .
一 方 エ ク ソ ン1 4 で は変異配列の ス ク リ ー ニ ン グに は 変異 プ ラ
イ マ ー は 用 い ず 5
'
末 端 側 に 01igol を 用 い 3
'
末 端 側 に
01igo2 を用 い た 通常 の P C R産物に 制限酵素 PsトⅠを 作用 させ て
上 記 と同様に 切断の 有無を観察 して変異 の 有無を判定 した . ヘ
テ ロ 接合体性症例 か ホ モ 接合体性症例か の 確認は適当な制限酵
素 を決定できず希釈 した P C R産物に 制限酵素 を 4 回追加 し て
作用 させ , 1/2 の 濃度 に希釈 した P C R産物も並行 して泳動 し
そ の バ ン ドの 渡 さ を比較す る こ と と , P C R-SS C Pの バ ン ド の
出現 パ タ ー ン に て 判 断 した .
6 . 血 清脂質 の 分析
対象者は16時間絶食後の 早朝空腹時に 静脈採血 し, リ ボ蛋白
の 超遠心 分析 は Ha v el ら37)の 方法 に 従い 超遠心 磯 L 8-55お よ び
ロ ー タ ー 50･3 Ti(Be ckm a n, Carifor nia, U S A) を用い て 行 っ た .
血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル (totalcholester ol, T-C hol), 中性脂肪
(triglyc eride, T G) は 酵素法 で測定 し た38)3 9} . ァ ポ 蛋 白 (A- I,
ATⅢ, B, C- Ⅱ, CLⅢ, E) ほ 免疫比濁法 (im m u n oturbidim etry,




Fig･ 3･ Sequ e n cing a n alysis of F H Ts ur uga. The cir cle
indic ate sthe positio n of Gto T m utatio nin the ho m o zyg-
O u SprOband (1eft)･ Co ntrol(right)-Sho☆s the G re sidu e,
indic ating a wildtype･ 瓜a･ ala nin e; Arg, argl nin e; Tyr,
tyro sin e; Cys,1CySteine..･
de n sitylipopr otein cholester ol, H D L-C) ほ沈殿法 で 測定 した4I>.
低 比 重 リ ボ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル (lo w de n sity lipopr otein
Cholester oI･ L Dし C) ほ Friede w aldの 式42で 算出 した . 血 清脂質




F HTs u r uga
l . P C R-S SC P法 に よ る異常構成体の 検出
L D し Rの ア ポ B結合領域で ある エ ク ソ ン 6の P C R-S S C P法
に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 一 例 に 異常構成体 が検出 さ れ
た ･ 図1 ほ 正常者お よ び , 発端老 S.Y. と そ の 兄 K.Y. で ある.
発端者に ほ 正常者と 異 な っ た 3本 の SS の バ ン ドが , その 兄に
は正 常者と発端老の 両方 の バ ン ドが 見い だ さ れ た . P C R産 物
の 大きさ に ほ正 常者, 発端者 とそ の 兄に 差ほ なく , 異常バ ン ド
の 出現 パ タ ー ン と併 せ て 発端老ほ エ ク ソ ン 6 内の 小変異の ホ モ
接合体性症例 で そ の 兄は 同変異の ヘ テ ロ 接合体性症例 の 可 能性
が高い と考 え ら れ た ため 次 の 検索を進め た .
2 ･ 直接塩基配列決定法に よ る遺伝子変異配列 の 決定
まずオ ー ト リ ー ドシ ー ケ ン サ ー を 剛 ､て 自動化直接塩基配列
決定法を行 っ た ･ 図 2 上段の 正 常者で ほ G の ピ ー ク の み 存在
して い る所 に 図2下段の 発端者で ほ T の ピ ー ク の み が 観察 さ
れ た ･ RI直接塩基配列決定法 に て も図 3 に 示 す よ う に 正 常者
で ほ G の バ ン ドの み 存在 して い る 所に 発端者 で ほ T の バ ン ド
の み が観察 され た . 周 囲 の 配列を比較 した 結果同 一 部位 で あり
G から T へ の 塩基置換 があり発端老は 同変異 の ホ モ 接合体性
症例と考え られ た .
ア ミ ノ 酸変異の 有無を検討 した結果 , L D L-R の 280番 目の ア
ミ ノ 酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (aspartic a cid, Asp) に 対応す る配列
G A Cが こ の G → T 変異 に よ る ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ソ (tyr osin e,
Tyr) に 対応す る配列 T A C とな っ て い る ( 図 4 ) と確認 さ れ
た ･ 本変異ほ こ れ ま で に 報告が な く , 発端老の 出身地 よ り本変
異 を F H Ts ur uga と命名 した .
3 . 発端老に つ い て
発端者 S･Y･ ほ 福井県敦賀市出身の 44才男性 であり 図 5 に そ
















Fig･ 4･ C ha nge of a min o a cids equ e n c eof F H Ts ur uga; G
to T m utation in the e x o n6 0f hum a n L D L-re C eptOr
ge n e,ノ
ホ モ 接合体性 F Hに おける L D Lレ セ プ タ ー 変異
性 FH 症例の 姉, 従姉ほ すで に 心 臓死 して い た . 発端者の 臨床
像 は T-C ho1 655m g/dl, T G 95m g/dl, L D しC 602m g/dl,
H D し C 34mg/dl, 高度 の 冠 動脈病変 を有 し重症 F Hと 考え られ
た (表 3). ホ モ 接合体性 F Hで44才と い う 年齢 は高い が , こ れ
ほ24才で 見い だ され 以後積極的に 治療 されて きた た め で , 現在
も週 二 回 の L D Lア フ ェ レ ー シ ス に て 治療 さ れ て い る . 兄
K.Y. も T-C ho1 396m g/dl, L D しC 337mg/dl と高値 , P C R-
R F L P法に て 同変異 の ヘ テ ロ 接合体性 F H と確認 され た(表 3).
4 . 北陸に おけ る頻度の 調査
ヘ テ ロ 接合体性 F H 200症例に 対 し P C R-R FL P法に て 遺伝
子変異の 頻度調査を行 っ た が 同変異ほ他の 家系に は検出され な
か っ た .
Ⅱ . FH Iくa n a z a w a-2
1 . P C R-S S C P法に よ る異 常構成体 の 検出
L D L-R の E G F前駆 体相同領 域 で あ る エ ク ソ ン 1 4の
P C R-S S C P法に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 一 例に 異 常構成
体が検出され た . 図 6 は 正常者お よび , 発端老 A.T. とそ の 父
Y.T. , 母 Y.T. . 兄 M .T. で ある . 発端者と そ の 父 , 兄 に 正常者
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と 異な る1 本の バ ン ドが 認め られ た . 異常 バ ン ドの 出現 パ タ ー
ン よ り発端老ほ同 変異 の ヘ テ ロ 接合体性症例 で ある 可能性が高
い と 見られ た . しか し臨床像 ほ ホ モ 接合体性症例で あり , コ ン
パ ウ ン ド型 ヘ テ ロ 接合体性症例の 可 能性 が高 い と 考え られ次 の
検索を進め た .
2 . 直接塩基配列決定法に よ る遺伝子変異配列の 決定
RI直接塩基配列決定法に て 図 7 に 示 すよ う に 正 常者 で は C
の バ ン ドの み存在 して い る所 に 発端者で は C と Tの バ ン ドが
観察さ れた . 本例は エ ク ソ ン14の C から T へ の 塩基置換であ
り発端者ほ同変異の ヘ テ ロ 接合体性症例 と考え られ た .
ア ミ ノ 酸変異 の 有無を検討 した結果, L D L-R の664番 目の ア
ミ ノ 酸プ ロ リ ン (pr olin e, Pro) に 対応す る配列 C C G が二 番 目の
C の C→ T 変異に よ り ロ イ シ ン (1e u cin e, Le u)に 対応する配列
C T Gと な っ て い ると確認された (図8). 本例は遺伝子 上 ヘ テ
ロ 接合体性で あり , 臨床像と併 せ て コ ン パ ウ ン ド塑 ヘ テ ロ 接合
体性症例と考え られ た . 発端老の 家系図を 図 9に 示 す. また家
族 の バ ン ドの 出現 パ タ ー ン よ り同変異は父 親由来 で あると 考え
られ た .








Fig･ 5･ T he pedigr e e of S･Y･ fa mily･ A fir st c o usin m arrige is obser v ed bet w een the parents of S･Y･ T he de c e as ed fa mily
m e mber w asindic ated with de c e as ed age. T he a rr o windic ates the pr oba nd. T-C hol, t Otalchole ste rol; 0. n o n-F H m e mbers;
⑦, hetero zy go u spatie nts with F HTsu r uga:Caho m ozy go uspatie nts with F H Ts uruga ;y, yea r,






T-C hoI T G LDL,C
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
S. Y . with ho m ozy gote 44 M 655 95 572





1) M, m ale.
b〉 T,C hol, tOtal cholester ol; T G, triglyc eride; L D L-C, lo w de n sity lipopr otein chole ste rol
(c alc ulated by Friede w ald for m ula); H D L-C, highde nsitylipopr otein chole ster ol. A llv alu e s a r e
Pre-tre atm e ntforF H.
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L D L-R の664番 目 の ア ミ ノ 酸に 対応する配列が C→ T 変異に
よ り Pr o か ら Le u に 変 化 す る 変 異 P664L は1 98 9年 に
So uter らに よ りイ ン ド亜 大陸西部 Gujer at 出身 の ホ モ 接合体
Norm aL Proband(A.T.) Poba nd'sbroLhcr(M.T.)
Fig･6･ P C R-S SC Pa n alysisin the e x o n140f L D しr e c eptor
gen e･ S S, Wild band; V aTia nt c onfor m er, m utantba nd;ds,
do uble str a nd ba nd.
M uta nt No r m al

















Fig･ 7･ Sequ e n cing a n alysis of FH Ka n az a w a-2. The circle
indicate sthe po sitio n of Cto T m utatio nin the c o mpo und
heter ozy go u sproba nd(1eft). Co ntr ol(right) sho w sthe C
T eSidu e, indicating a wildty pe･ Pro, pr Oline; A la, ala nin e;
Le u, le u cin e; Gln, glycin e;Ile, is ole u cin e,
性 FH 症例 M ･M ･ に 見 い だ さ れ て お り43)") ロ ン ド ン 周辺 でも 4
家系が確認 され て い る45). しか し, ハ ブ ロ タ イ プ解析の 結果(表
4) よ り祖先ほ共通で は な く , 同 じ遺伝子変異が別 に 日 本 の 症
例に 起 こ っ た もの で 本変異 を新変異(n e w m utatio n)と判断 し,
発端者お よ び 他の 症例の 分布 よ り本変異を F H Ka n a z a w a-2 と
命名 した .
3 . 発端 者に つ い て
本症例は金沢市出身 の31才男性 , 両 親 に い と こ 婚ほ 無 し .
P C RTS S C P法お よ び P C R- F L P法 に て 兄や 臨床上 ヘ テ ロ 接合
(慧≡, → £慧,






Fig. 8. C ha nge of a min o a cidsequ e n c e of F H Ka n a za w a.2;
C to T m utatio nin the e x o n140f hu m a n･L D L-re C ePtO r
ge n e･
Age(ye訂)
T- C hol (mgkll)
T G (mg〟1)
H 工)しC (m かdl)
Fig･9･ T he pedigr e e of A･ T･ fa mily, T he F H Ka n az a w a-2
m utatio n of the pr oband a nd his br other deriv ed fr o m
their father ･ T-C hol, tOtal chole ster ol; TG, triglyce ride;
H DL-C, high de n sitylipoprotein cholester ol;臨, hete roそyg-O u Spatie nt with F H Ka n az a w a-2;の, heter o zygou spatle nt
With u nkn o w nm uta nt;団, C O mpO u nd heter ozy go u spatie nt
With F H Ka n a z aw a-2 a nd u nln o w n muta nt.
Table4･ Haploty pe s ofpatie nts with L D L-R P 664Lm utatio n
Na m eof patie nt 巴き憲｡ ｡ n｡
R F LPs
Taq I Av a Ⅱ Apa L I 10CNⅡⅧP
A･ T ･ (Ka n a z a w a-2) Japa n e s e +
M ･ M ･ (Guje rat proba nd) Gujer at
4 M Gujer at

































ホ モ 接合体性 F Hに お ける L D Lレ セ プ タ ー 変異
体性例 と考え られ る 父も同変異を有する こ とが 確認され , 同変
異が 父方由来 で ある と考 え られ た . 発 端者 の 臨床像 は T-C ho1
589m g/dl, T G 96mg/dl で 冠 動脈拡張症 の 所見 を 呈 し 重症
FH と 考 え られ た
46) (表5). 兄弟 と も現在月 に 1 - 2 回の
L D Lア フ ェ レ ー シ ス に て 治療 され て い る .
4 . 北陸に お け る 頻度の 調査
ヘ テ ロ 接合体性 F H200家系に 対 し P C R-R F L P法 に て F H
Ka n az a w a-2 変異の ス ク リ ー ニ ン グ を行 っ た と こ ろ表 6 に 示 す
よ うに 6家系19名の 症例が見 い だ され た . そ の 居住地, 出身地
は金沢市北部を中心 と した地域であ っ た . 同変異 に て 北陸に お
ける F Hの 約 3%を 説明 し得 ると 考え られ た . また 重症の 冠 動
脈疾患を有す る例が多く F H Kan az a w a-2 は重症型 F Hで ある
可能性が高い と考え られ た .
5 . 同 変異 で の 血 清脂質値 の 検討
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ヘ テ ロ 接 合体性 F Hの 血 清脂質値 を F H Ka n az a w a-2, F H
To n ami-1, F H To n a mi-2 の 3群で比較 した (表 7). T-C holで
は 3群に 有意差ほ なか っ た が , L D L-C ほ F H To n a miTl が F H
To n a mir2 より 有意 (P<0.01) に 高 値 で あ り , T G ほ F H
To n ami-2 が F H To n a mi-1 より有意 (P<0.01) に 高値で あり ,
H D しC ほ F H Ka n a za w a-2 が F H To n amiTl より有意 (P<
0.014) に 低値 で あ っ た .
考 察
L D L-R の 遺伝子変異数 は1 990年 の Hobbs の 総説で ほ42種類
の 変異が挙げられ て い た47) の が1992年末に は1 50種類と な っ て
い る48). これ は F Hの 遺伝子変異の 検索に 従来の サ ザ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ法 に 加 え 新 た な 技法 が 導 入 さ れ た た め で あ る .
Goldstein & Br o w nの 有す る ダ ラ ス コ レ ク シ ョ ン (Dallas
Table 5･ Clin c al data of the patients wi th com po und hete r ozy go us or heter ozy go us F H





-) T-C hoI T G
(ye a r) (m g/dl) (mg/dl)
A. T . with co mpo u nd heter ozy gote
M . T. with c ornpo u nd hete r o zy gote











































1) M , m ale .
b) T-C hol, tOtal chole ste r ol; TG, triglyc eride; L D しC,lo w de n sitylipoprotein chole ster ol(c alc ulated
by Friede w ald for m ula); H D L,C, high de n sity lipoprotein cholesterol. A llvalu es are
Pr e-tr e atm e ntfo rF H.
Table6. Clin c al data of the heter ozy go u spatients with FH Xan az a wa-2







T-C hoI T G H D L- C
(r ng/dl) (m g/dl) (m g/dl)
1-1 1- 1
1 - 2 1-1
'
s br othe r
l M 3 1-1
'
s father




2 - 3 2 - 1
'
s sister
2-4 2-1's c o u sin
2 - 5 2-1
'
s r elativ e
3-1 3 - 1
4-1 4- 1
4 - 2 4- 1
'
sfathe r
4 - 3 4-1's so n
4 - 4 4- 1
'
s sister
5 - 1 5-1
5 - 2 5- l
'
s s o n
6 - 1 6-1
6 - 2 6- 1
'
s br othe r






6 - 5 6- 1
'













































































































































































































































-) M , m ale; F,fem ale.
b) T- Chol, tOtal cholesterol; T G, triglyc eride; H D しC, high density Iipoprotein choleste rol; AT T,
Achille ste ndo nthickn es s o nX-r ay film ;I H D, ischemic he art dis e a se;
-
t lo ad n egativ e; +, lo ad
po sitiv e; ≠, 2 - 3 v e ss el dis e a se; Allv alu es a repr e-tr eatm e ntforF H.
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ColIe ctio n)4nと よば れ るホ モ 接合体性 F H 134家系 ヘ テ ロ 接合体
性 F H1 3家弟計1 90変異の うち24変異が1989年 ま で に サ ザ ン ブ
ロ
ッ テ ィ ン グ 法に て 確定 され た . 当科に お い て も Eajin a血 ら
が サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法 に て F H To n a mト1, F H To n a,mi
-2,
F H O kayarn a, F H Ka n az a w a-1 の 遺伝子異常を確定 した . しか
しサ ザ ン ブ ロ ッ 与イ ン グ法で 確定 され た変異は全変異の10数%
の み で あ り, サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法で ほ見 い だせ な い 数塩基
対以内の 小変異 が F H全体 の 約90%を 占め ると 考え られ る .
小変異の 検索 の 基本は塩基配列決定法だ が Sa nger らに よ る
ジデ オキ シ 31)法が主流 で ある . 対象遺伝子 が 小さけ れ ば全塩基
配列 を決定 しな が ら変異を検索 して も大きな労力ほ要 しな い .
しか し L D L Rの よ うに 巨大な遺伝子で 症例も多い 場合 一 例 一
例を ゲ ノ ム (ge n omic D N A) レ ベ ル で 全塩基配列決定 しな が ら
変異 を検索 し て い く の は 不 可 能 に 近 い . ゲ ノ ム で は な く
cD N A を対象とすれば多少手間ほ省け るが ゲ ノ ム が ヒ トの 末梢
静脈血 か ら手軽に 採取 で き るの に 対 し, CD N Aの 場 合 m R N A
の 抽 出が 必要と され , 症例の 多い F Hの 変異の 検索手段と して
は難 が あ っ た .
1 989年 の P C R-S S C P法の 出現は F Hの み な らず巨大な遺伝
子を対象 と した 遺伝子変異 の 検索に お い て画期的であ っ た . ダ
ラ ス コ レ ク シ ョ ン の う ち1 990年 まで の 約17年間に 9例の 小変異
が確定され た の が こ の 3年 間で79例確定 され た こ とは そ れ を如
実 に 物語 っ て い る . そ れま で に 確定 され た小変異が ある制限酵
素 の 切断部位を生 じ させ る な どの 偶然 で 確定され て い た の が ,
P C R-S S C P法で は ほぼ普遍的に 応用 で き , そ の 検 出感度も高
く再現性も高 い た め 普及 した .
P C R-SS C P法は 日本 の 国立癌研究所 の 腫瘍 グ ル ー プ が1 989
年 に 発表 した 方法 で ある . P C R断片 を 一 本鎖 に 変 性 した 上 で
グ リ セ オ ー ル 加 ア ク リ ル ア ミ ドゲル に 泳動する . 遺伝子 変異が
存在する断片 で は 二 次構造が変化 し, 泳動度に 差が で き る こ と
を利用 し異常構成体を検出す る . 検 出感度は高く P C R産物 の
大き さが 200 bp 以下 で あれ ば1塩基の 差も検出でき る.
小変異検出の た め 我 々 も P C R-S S C P法を 導入 した . 泳動時
の 温度, ゲ ル の 濃度 , 泳動用 緩衝液の 濃度 , グ リ セ ロ ー ル の 有
無 , 電圧等の 条件に 試行錯誤が 必 要で あり ∴温度設定な どか な
り微妙な設定を要求 され , わ ずか な 条件の 違 い で バ ソ ドが 異
な っ た パ タ ー ン に な るが , ホ モ 接合体性 F H 19家系の ほ ぼ 全例
で 少なく とも変異の 一 方に つ い て エ ク ソ ン の 局在が 示 唆 され本
法 の 有用性を改め て 確 認できた .
PCR-SS C P法 でほ 変異の 確定 は で きず異常構成体 の 検出に
続きそ れ が本当に 遺伝子変異か , 仮に 塩基置換が存在 して もア
ミ ノ 酸変異があ るか , ま た変異が あ っ ても機能に 影響を与え な
い 遺伝子多型 ( ポリ キ ル フ ィ ズ ム , pOlym orphis m) で な い か 確
認 しなけれ ば な らな い .
塩基配列決定 に あた り ク ロ ー ニ ン グは手技 が煩雑 で 時間が か
か り ヘ テ ロ 接合体性症例 の 場合評価が難 しく な るた め , 異常構
成体 の 塩基配列の 決定 に は 直接塩基配列決定法 を用 い た .
L D L-R 遺伝子に は シ ス テ イ ソ な ど G C配列が多く配列内で
二 次構造を取 り易く ▲ 高温 で 反応を行 っ た が ア ー チ フ ァ ク ト ほ
多
ノ
く出現 した . 特 に ヘ テ ロ 接合体性症例の み の F H Ka n a z a w a-
2 で は変異 バ ン ドと 二 次構造に よ っ て生 じた ダ ミ ー バ ン ドと の
区別 が難 しく , 変異が 疑わ れ る部位 に つ い て 確認の PC R-RFI;
P 法が必要だ っ た . ま た結果 と して 両 変異 とも 一 塩基の 置換で
あり塩基配列デ ー タ の 解釈 は容易であ っ た が , 塩基 の 挿入 , 欠
失等 の 可 能性もあ り, そ の 場合直接塩基配列決定法 でほ 全く解
釈で きな くな る. 直接塩基配列決走法に 時間をか けた うえ で ク
ロ
ー ニ ン グを 始め るの で は 二 重 に 時間が か か る ため , 今後の 塩
基配列決定で ほ ク ロ ー ニ ン グ も並 行 して 行 うこ と が望 ま しい .
遺伝子 変異の ス タリ ー ニ ン グ の た め に P C R- F L P法を 導入
した . 本来の R F L P法 は ゲ ノ ム 上 の 制限酵素 の 切断部位 の 有
無に よ り遺伝子異常を検出す る方法 で , こ れ で ほ制限酵素は多
数あ っ て も検出でき る変異 が限定 され るの に 対 し, P C R- F し
P 法は変異 プ ラ イ マ ー を用 い て P C R して強制的に 制限酵素の
切断部位 を導入 し , 制限酵素で切断 して 遺伝子変異 の 有無を知
る . これ に よ り変異の 確認 が簡単 に で き ス ク リ ー ニ ン グが 容易
に な る . また ホ モ 接合体性症例 , ヘ テ ロ 接合体性症例 の 判別に
も有用で あ る . 実際に ほ P C R-S S C P法 で ス ク リ ー ニ ン グ し.
異常 バ ン ドが 検出 され た ら P C R-R F L Pで 確認す る と い う形式
で検索を進め る こ と に な る で あろう .
F H Tsur uga で は L D L-R の ア ポ B 結合領域 の エ ク ソ ン 6に
G から T へ の 変異が起 り S S結合を介 して 蛋白 の 構造 に 大き
な影響を与え る シ ス テ イ ン (Cystein e, Cys)の 隣 の280番 目の ア
ミ ノ 酸が Asp か ら Tyr に 変異す る . 変異に よ っ て Cys の 隣に
べ ン ゼ ン 環が 挿入 され レ セ プ タ ー の 構造に 歪み を生 じると 思わ
れ る .
現在 まで に 報 告 さ れ た エ ク ソ ン 8 の ミ ス セ ン ス 変異 を (表
8) に示 した . 総て 機能的ク ラ ス 分煩上 細胞内転送障害 で も レ
セ プタ ー が 部分発現を 示す細胞内転送障害 2B型 に 分析 され て
い る . 本症例の レ セ プ タ ー 活 性 の 結 果も レ セ プ タ ー 欠損 で あ
り
4g)
, L D L-R の 磯能的 ク ラ ス 分類上 細胞内転送障害 , レ セ プ
タ ー 再利用 障害の 可 能性がある . 患者の 皮膚線維芽細胞 の 生育
不良で パ ル ス ーチ ェ イ ス 法 で は デ ー タ が 出せず確定 は で きな い
が 抑 細胞内転送障害 2 B型 に 分類 され る可能性 が高 い .
F HKa n a za w a-2 で ほ LD しR の E G F前駆体相同領域 の エ ク
Table7. Co mparis o n of lipoprotein pr oLile s a m o ng F H Ka n a ヱa W a-2, F H To n ami-1 a nd F H- To n ami-2
Mutatio n Nu mbe r Age
Of patie nts (ye ar)
Labo r ato ry data
-)
T -C hoI T G H D L- C L D L_ C
(mg/dl) (rng/dl) (m g/dl) (m$/dl)
F H Ka n a z a w a-2
FH TonamトI









40 士16 309士45 126士51
芸≡芸≡ …;≡≡芸喜･*[1≡;≡‡圭6
-T-C hol, tOtal chole ster ol; T G, triglyc eride; H D L
-C, high de nsity lipoprotein chole ster ol; L D L-C, lo w
de n sitylipopr otein chole ste rol(c alc ulated by Friede w ald for m ula). Allv alu es a repre-tre atm e ntforF H.




ホ モ 接合体性 F Hに お ける L D Lレ セ プ タ ー 変異
ソ ソ14に C → T 変異 が お こ る . Cys 豊富成長因子反復領域の 3
番目に あた る C リピ ー ト を エ ク ソ ン14 がコ ー ド し, エ ク ソ ン
14の 中に は 6 つ Cys が存在 して ヘ ア ピ ン の よう に , 1番 目と 6
番 臥 2番 目 と 5番 目 , 3番 目 と 4番 目 の Cys が 覿 に な っ て
SS結合を形成 し レ セ プ タ ー の 三 次構造を規定す る わ け だ が ,
本変異で ほ 3番 目 の Cys と 4番 目の Cys の 間の664番 目 の ア ミ
ノ 酸に Pro か ら Le u へ の 変異が 起 こ り レ セ プ タ ー に 歪み を も
た らすもの と思わ れ る .
L D L-R の 機 能的 ク ラ ス 分 類 の 上 で の 検 討 だ が , F H
Ea n a za w a-2 に は ホ モ 接合体性症例は お らず変異 レ セ プ タ ー の
機 能 評価 は 困難 で あ る . し か し F H Ka n az a w a-2 ほ FH
Gujerat と同様 の レ セ プ タ ー の 形態 を と る た め F H Gujer at と
同様に 細胞内転送障害 2B 型と 考 え られ た . 本症例 の レ セ プ
タ ー 活性 の 結果も レ セ プ タ ー 欠損 で あ り
49)矛盾 しな い .
両変異共 レ セ プ タ ー の 構造 の 決定 に 影響する シ ス テ イ ン の そ
ばの 変異 で 三 次構造を歪め合成途中 で 排除 され細胞内転送障害
とな るも の と思わ れ る .
F H Ka n az a w a-2 を含め P 664 L変異は CpG とい う遺伝子変
異好発部位 に 起 っ て い る . So utar ら
45)の 報告で 計5家系 が報告
され て お り 2家系が Gujer at 出身 , 2家系が イ ギ リ ス 出身 , 1
家系が ノ ル ウ ェ ー 出身で , Gujer at と ノ ル ウ ェ ー 出身の 者が 同
じ ハ ブ ロ タ イ プ で あ るが , 地理 的状況よ りい ずれ も別 々 に 変異
が起 っ たも の と され て い る . F H Ka n a z a w a-2 は地理的状況 か
らも, い ずれ の 例と も共通 の 祖先を有する と は考 え に くい . 遺
伝子変異好発部位であり地理 的に 離 れ た 場所 で別 々 に 変異 が
起 っ た新変異 と考え られ た .
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異な っ た 場所か ら同 じ点変異が報告され た 例は 表9 に 示 すよ
う に 4 つ ある が共通の 祖先 を有せ ず , 変異が 別 々 の で きご とと
して 起 っ た と 考え られ る の は 今回 の 例 の F H Fr e n ch Ca n adia n-
3 と F H Me xic oの 例が あるの み で ある . 本変異の664ア ミ ノ 酸
の 位置ほ 特に 変異を起 し易い 遺伝子変異好発部位 の 一 つ と 考え
られ た .
遺伝性疾患で は遺伝子変異の 差異が臨床症状の 差異を説明し
う る が , 症例数の 多い F Hで は変異毎の 臨床像 の 差異を 示 L や
すい 5一). 今回 は FH To n a mi-1, F H To n ami-2, F H Ka n az a w a-2
の ヘ テ ロ 接合体性例の 3群に お い て , 臨床像 に 有意差を 示す こ
と が で きた .
F H To n a mト1 ほ細胞膜貫通領域で ある エ ク ソ ン 15が 欠失す
るイ ン ト ロ ン14 か らイン ト ロ ン15に 及ぶ 6 K bの 欠損 で あり そ
の 臨床像は古典的 F H(cla ssic al FH)に 近く重症である . 対 して
F H To n amiL2 はア ポ蛋白 B の 結合領域であるイ ン ト ロ ン 1 か
らイ ン ト ロ ン 3 に 及 ぶ 10 K bの 欠損で あり臨床像ほ 軽症 で ホ モ
接合体性例でも横極的治療無 しに 長寿 で ある こ と が 多 い . F H
Ka n az a w aT2 で 虚血 性心 疾患 を有す る も の が1 9例中 9例 ,
C A B Gを施行され て い るもの が 4例 , LDL ア フ ェ レ ー シ ス を
施行され て い るもの が 3例と重症例が多い .
3変異を 比較 した 結果 で は 3群 で (1)T-Chol値に 有意差 は な
い . (2)L DI; C レ ベ ル ほ F H To n ami-1 は F H To n a mi-2 より
高 く , F H To n a mト2 と FH Kanazaw a-2 で 差 は な い . (3)
H D しCレ ベ ル ほ F H Ton a mi-1 ほ F H To n a mi-2 と有意差な い
が F H Ka n az a w a-2 ほ F H Ton a mト1 より低値である .
3群で 臨床像 の 差ほ T-C hol値 で 説明 で きな い . L D L-C レ べ
Table8･ Previo u sly de s cribed miss e n s e m utatio n sin e x o n6 0f hu m a nL D しre c eptorge n e
M utatio n Codo n cha nge Nu cle otide cha nge L D L-re C ePtO raCtivity Fu n ctio n alclass
(%)
F H Gr e e c e-2 S 265R AG C→ A G A
F H De n v er-2 D 283 N G A C→ A A C
F H Baltim or e-1 D 283E G A C→ G A G
F H Am sterda m S 28 5L T C A→ T T A

















*Co mpo u nd hete ro zy gote .
Table 9･ Sa m e L D Lre c epto r o n epoint m utation s dete cted in the diffe re nt pla ce s of the
w orld
M utatio n Ethnic ba ckgr o u nd Ex on Codo n cha nge Nucle otide cha nge
F H Ka n a zaw a-2 Japa n e s e
F HGujer at
F H Fre n ch Ca n adia n-3
F H Me xic o
F H Afric a n er-1






Nor w eigia n
Fre n ch
Me xica n-A m erican
A fdc a n er
Am eric a n
Syrian
Ii畠Iia n
14 P 664L C C G→ C T G
4 E 207 K G A G→ A A G
4 D 206 E G A C→ G A G
17 Y 807C T A T- ◆ T G T
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ル で F H To n a mト1 が F H To n a mi-2 よ り重症 で あ り , F H
To n a mi-2 と F H Ka n a z a w a-2 ほ同程度 と予想 され る . し か し
F H Ka n a z aw a-2 は F HTo n a mi-2 よ り重症で あり , そ の 重症度
の 差に HDL-C レ ベ ル の 差が 寄与 して い ると 考え られ る .
H DL の 抗動脈硬化作用ほ広く認 め られ て い る52 ト S5). F Hの 病
態 で は L D しC`レ ベ ル が 動脈硬化進展に 関与す る第 一 の 因子 と
して 挙げ られ る が , 今回 の ように L D しCレ ベ ル で は有意差 の
な い 2群で 臨床重症度 と H D しC レ ベ ル に 有意差がある こ と は
F H の 動脈硬化の 進展 に おけ る H DL の 関与 を考 え る上 で 重要
と考 え る . L D L Rの 変 異の 差 で H D L-C 値の 差を 説明 しう るか
ほ今後 の 検討問題 で ある .
F H Tsu r uga は 他の 家系に ほ 見い だ されず比較的最近 に 起 っ
た 変異と考 え られ , 近親婚の 多い 狭 い 領域に 症例 が分布 して い
るもの と推測 され た .
TablelO. Fr equ e nとie s of L D L
-r e CePtOr m utatio n sin
Hokuriku district a c c ording to the re s ult of m utatio n
s cr e e ning of 200 fami 1ie s
M utatio n Fami lies Fr equ e n cy(%)
F H To n a mi-1
F H To11 a mト2
F H Okaァa m a
F HKa n a z a wa -1
F HTs ur uga



























F H Ka naz aw a-2 ほ F H 全体 の 約 3% を説明 し得 ると 考え ら
れ比較的頻度が高い 変異である . FH Gujer at は ロ ン ド ン 周辺
で の 調査 で約 2%を 説明 する と 考え られ F H Ka n a z a w a-2 の 方
が 同 時期か や や 早 い 時期 に 変異を起 したも の と考 え られ た . 少
なく と もこ れ まで に 確定 され た 7変異で 北陸 に 存在す る ヘ テ ロ
接合体性 F Hの1 6%は 説明 が つ く よ う に な っ た (表10).
今回 は現在検索中の ホ モ 接合体性 F Hの う ち配列決定 ま で終
了 した 2例を 示 した が , 他 の 症例も片方の 変異の エ ク ソ ン の 局
在 に つ い て は 見当が つ けられ た (表11). そ の 結果 で は変異 に エ
ク ソ ン の 偏 り は な く , 創 始 者遺 伝子効 果 (fo u nder ge n e
effe ct)が 作用 して 単 一 の 変異が 大半 を占め る こ と
56)もなさそ う
で 日本人の F Hに おけ る遺伝子変異は 多様 と の 印象が強 い .
フ ィ ン ラ ン ドで は F H Helsinkiと F H North Ker elia で F H全
体の 約67%を 占め る57)が 日本人 の F Hに ほ 普遍的遺伝子変異
(c o m m o n m utatio n) は存在 しな い よ う で ある .
結 論
ホ モ 接合体性家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症 に おけ る L D L受
容体遺伝 子変異 を P C R-SS C P法 , 直 接塩基配列決定法 と
P C R- F L P法 に よ り検討 し以下の 結果 を得た .
1 . F H Ts u ruga :本変異は L D L-R の ア ポ B 結合領域であ
る エ ク ソ ン 6 の 28 0番 目 の ア ミ ノ 酸 に 対 応す る塩基配列 が
G A C か らTAC へ と変化 しそ れに 伴い ア ス パ ラ ギ ン 酸か ら チ
ロ シ ン へ と ア ミ ノ 酸変異 して 起 こ る新 し い タ イ プ の 変異 で ある
と確認 され た . レ セ プ タ ー 活性 の 結果等 よ り細胞内転送障害
2 B型 の 変異と推測 され た . 本変異 は発端者の 家系以外 に は 見
い だ され ず比較的新 しく 起きた変異 と推定 され た .
2 . F H Kan aza w a-2: 本変異は L D L-R の E G F前駆体相同
Tablell. Pr evio u sly co mfir m ed m utatio n s of patie nts with horn o zy go u sF H in Hokuriku
district a cc ording to polyrn er a s e chain r ea ctio n- Single str a nd c o nform atio n alpolym orphis m
(P C R-S S C P)
Patie nt Na me Age Se x
-) M utatio n Co m m e nts
n u mbeT Of patient (ye ar)
1 M . T . 33
A . T. 23
2 Y.Ⅰ. 5 Z



























M . K. 40
A . Y. 34
N. N . 6 9
G. E.
S. H.





M FH Ka n a z aw a-2
M F H Ka n az a w か2
F F H To n a mi-2
M F H Tor】a mi-2
F Ex o nll?
F F H Ton a mト2
M F H Ts u ruga
F Ex o n9(N 41 2 H)
M
M Ex o n13?
M Ex o n4
M Ex on 10
F Ex o n7
F F H To n a mi-2
M Ex o n12
F F H Morioka
M Deletio n?
F Ex o n4
F Ex o n7
F Ex o n12
M Ex o n2■
Cornpo und hete r o zy gote
Co mpound hetero zy gote
Tr u eho m o zy gote
Tru eho m o zy gote
Tru eho m o zygote
Tr u ehorn ozy gote
Tru eho m o zy gote
Co mpo u nd heter ozy gote
Tr u eho m o zy gote
Tr u eho m o zy gote
Tr u eho m o zy gote
Co mpo u nd heter ozy gote
Co mpo u nd heter ozy gote
心 M . m ale; F, fe m ale.
ホ モ 接合体性 F Hに お ける L D Lレ セ プ タ ー 変異
額域の エ ク ソ ン 14の 6 64番 目 の ア ミ ノ 酸 に 対応す る塩基配列
C C G がC T Gに 変化 しア ミ ノ 酸に プ ロ リ ン か ら ロ イ シ ン へ の
変異が起 こ るもの と確認 され た ･ 同変 異は既 に 報告の あ る FH
Gujer at と 同 じ型の 変異であるが ハ ブ ロ タ イ プほ異 な り新変異
と考え られ た . ま た F H Gujer at と同 じ細胞内転送障害 2B型
の 変異 と考え られた . 同変異は ス ク リ ー ニ ン グ 対象 の 20 0家系
の ヘ テ ロ 接合体性 F H症例の 中で 6家系 に 見い だ され F H全体
の 約3%を 説明 しう る もの と考 え ら れ た . また そ の 臨床像は
F HTo n ami-1, F HTon ami
-2 と比 較 した場合 H D L-C 低値 の 傾
向に ありそ れ が 臨床的重症度 に 関与 して い るも の と推測 され
た .
3 . 他 の L D L受容体遺伝子変異 に つ い て: これ ま で に 確定 さ
れ た 7変異 に よ り北陸の F Hの 約1 6%が 説明で き るもの と 考え
られ た . P C R-S S C Pに よ る変異 の 存在す る エ ク ソ ン の 検討 よ
り日本人 の F Hに おけ る L D しR遺伝 子変異の 多様性が確認さ
れた .
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Key w o rds ho m ozy go usfamilialhyperCholesterole mia,pOlym erase chain reaction-Sl ngle str and c o mfbrm ation alpoly-
m orphis m,direct sequ enclng, FH Tst mga, F H Kanaza w a-2
A bstra ct
F amilialhyperCholesterole mia(F H)results fro m m utatio nsin thelow de nsitylipoprotein receptor(L DL-R)gene, and is
acc o mpamied by c oron ary therosclero sis･ Ho m ozygo uspatie nts withF Husuallydie ofc oro n ary he artdise ase atabout26
ye ar SOfage･ In the ho m ozygou spatients, e ar1ydiagn osesbased ongen e an alysIS ar erequiredtoprev entpre m atur e c or o-
na ry athero s cler osi by earlyintroduction ofintensive cholesteroトlowe ring therapy･ Twe n ty-One ho m ozygouspatientswith
FH 打o m ninetee nfamilies w ere studiedfbr the an alysis of L D し Rgene･ Geno mic D NA sa mples w ere obtained 丘
･
O m the
Peripheral W BC of thepadents･ Ea ch18exo n of the L D L- R ge ne w as amPli 丘edbypolym era s e chain reaction(PC R)with
19palr S Ofoligon u cleotidepn m ers･ Variant c onfor m ersw er edetectedbyPCR-Single su
･andc o mfor mationaipolym orphism
(PCR-S SCP). Subsequen tdirect sequ encing ofthe PCR products c o nnr m edtheir m utatio ns. T hereby,tW O n eW POint m ut a-
tio n sin the L Dし R gene we reide nti丘ed;On eWaS aG-t O-T m u ta tio nin the exo n6 0f L D L-R gene, r e S ulting ln amin o acid
Substitution of AsptoTyr athe c odon 280(D 280Y), andthe othe r wa s aC-t O- T m uta tionin the exon 140f L D し Rgene,
re s ulting in amin o acidsubstitution of Pro toLeu atthe codon 6 64(P 66 4 L). T hesem u tatio nswere n a m ed F H Tsu mga and
F H Kan aZa W a-2, re SpeCtively, afterthe districtswheretheirprobands origin ated･ Scre e nlng Studies ofthe m utationsin the
pr oband
-
sf amily m embers and 2 00un relatedheterozygo usF Hw ereperfor m edthro ugh PCR-re S扇ctionfragrn entle ngth
polym orphis m(P C R- R F L P). In the F H Tsumga, the proband w a sthe t ru eho m ozygote with this m u ta tio n, and his elder
brotherw asthe heter o zy gote･ No other family members wi th th is m utation andhis elderbro therwasthe hetero zy gote･ No
Otherfamily me mbers wi ththis m utatio n w ereidentified. T he n u cleotide substitutionin F H Kan az aw a-2 w a sthe s am e
Change aSthatin F E G可erat, butthe haplotype ofthe L D L-R gen ein F R Kan aZa W a-2r e v ealed thatitderivedfro mindepen-
de nt m utatio nalev e nts･ T he proband and his elderbrother were clinically co mpo und heterozy gotes wi th F H Kan azaw a-2
&o mthepate rn alside and an Other unkno w n m utant･ T he screenlngStudiesindic ated that 19patientsh
･O m6 un related fa mi-
1ies with this m utation ongln ated in the n orthe rnpartOf Kan aZa W a Clty･ As the HD L-Cholesterollevelsin F 旺Ka naz aw a-2
W erelowin co mparis on withFH To na mi-1 and FH Ton ami-2 and m anyOfthe patie nts with F H Kan aza w aq2a c c o mpanied
adv anCedc oron aryhe artdise ase, F H kan aza w a-2 w a s c o n sideredas a se veretyp of F H･ TYle reS ults ofPCR-SSCP analysis
Suggestedahigh m utational heter ogen elty in L Dし R gen e m utationsinF H in the HokurikudistrictofJapan.
